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Opf indelsens omr&de 


Den foreliggende opfindelse ang&r en f remgangsmltde til 
fremstilling af en dej og/eller et bageriprodukt 
fremstillet ud fra dej ved anvendelse af enzymer. 
Endvidere ang&r opfindelsen en dej og en forblanding til 
en dej, som omfatter disse enzymer. Endelig angSr 
opfindelsen anvendelsen af et enzympraiparat ved en 
fremgangsm&de til fremstilling af en dej og/eller et 
bageriprodukt fremstillet ud fra dej en. 

Opf indelsens baggruhd 

Inden for brodf remstillingsprocessen horer det til den 
kendte teknik at tilsaette til breddejen brodforbedrende 
additiver og/eller dejkonditioneringsmidler, hvis virkning 
bla. resulterer i, at bredet far forbedret tekstur, 
volumen, smag og friskhed, samt at dejen bedre lader sig 
maskinf orarbe j de . 

I de senere kr har enzymer vist sig at vaere anvendelige 
som dejkonditioneringsmidler og/eller brodforbedrende 
midler, i saerdeleshed enzymer s&som amylaser og proteaser, 
som indvirker pi bestanddele, der er til stede i store 
maengder i dejen. 

Lipase (EC 3.1.1.3) er et enzym tilhorende 
glycerolesterhydrolaserne , som katalyserer hydrolyse af 
esterbindinger i triglycerider . Det er blevet foresliet at 
anvende lipaser ved fremstilling af bred for at gcre 
brodets tekstur glattere og dermed bedre; men det har vist 
sig, at nkx lipase anvendes alene, forringes andre af 
brodets egenskaber, s&som brodets volumen, krummens 
elasticitet og mundf omemmelsen (JP-A 62-285 749) . 
Anvendelse af lipase i bageindustrien er faktisk blevet 
anfert som uonsket (Gams, 1976) . 
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I JP-A 62-285 749 beskrives en f remgangsmade til 
fremstilling af bred, hvorved lipase tilseettes til dej i 
samblanding med vitalgluten og lecithin. Nar vitalgluten 
og lecithin tilssettes, anfores det, at lipasens uenskede 
virkninger undgas eller mindskes. 

I EP 468 731 beskrives anvendelsen af et brodforbedrende 
middel, som omfatter enzymet glucoseoxidase, eventuelt i 
kombination med andre enzymer sasom hydrolaser. Lipase 
naevnes som et eksempel pa en sadan hydrolase. 

I begge ovennavnte referencer beskrives prevebagninger, 
hvor lipase tilsaettes alene uden tilsaetning af noget som 
heist af de evrige f orbedringsmidler, der beskrives i 
disse referencer. Disse prevebagninger tjener det formal 
at illustrere de utilfredsstillende resultater, der opnas 
ved anvendelse af lipase alene i sammenl igning med de 
resultater, der opnas, nar lipase anvendes i samblanding 
med de e>vrige forbedrende midler, der beskrives i disse 
referencer. I EP 468 731 er lipasen, der er anvendt til 
disse afpravninger, ikke specif iceret, hvorimod lipasen, 
der er anvendt i JP-A 62-285 749 angives at vsre Talipase, 
tilsyneladende en lipase produceret af en art af slaegten 
Rhizopus. I provebagningerne, der er beskrevet i JP-A 62- 
285 749, har lipasen vasret anvendt i en mengde, som svarer 
til mindst 2240 lipaseenheder (Lipase Units: LU) pr. kg 
mel . 

I US patent nr. 3 368 903, Johnson et al . , beskrives 
fremgangsmader til forsinkelse af brodets tilbojelighed 
til at blive ufriskt, omfattende tilsatning af et 
lipaseprasparat til en breddejblanding . Den anvendte lipase 
er frembragt fra en plante eller stammer fra en svamp, 
dvs. fra en stamme af Candida cylindracea. 

I JP-A-4 158 731, Fukuhara et al., beskrives et 
forbedrende middel til hsvet frossen dej indeholdende en 


NZAS-0003538 


lipase af uspecif iceret oprindelse og en 
bredfremstillingsproces, som g 0 r brug af harvet frossen 
dej, kendetegnet ved tilsaetning af den nevnte lipase til 

bre>dbestanddelene . 
Beskrivelse af opfindelsen 

Det var derfor overraskende at finde, at anvendelsen af 
lipase i kombination med en a-amylase og/eiler en 
xylanase, som defineret i kravene, under egnede 
betingelser kan resultere i vaesentlige forbedringer af dej 
saint af bageriprodukter fremstillet ud fra dej en. Det var 
isaer overraskende at finde, at nogle af de egenskaber, som 
i nogle af de ovenfor citerede referencer blev angivet at 
blive forringet ved anvendelse af lipase (sasom 
bredvolumen) , faktisk kunne forbedres. Den foreliggende 
opfindelse er baseret pa dette fund. 


en 


Folgelig angar opfindelsen i et ferste aspekt 
fremgangsmade til fremstilling af en dej og/eller et 
bageriprodukt fremstillet ud fra dej ved at. tilsstte 
enzymer, som defineret i kravene, til dejen og/eller til 
en hvilken som heist af dejens bestanddele og/eller til en 
hvilken som heist blanding af dejens bestanddele. 
Lipaseenhederne er yderligere defineret i nedenstaende 
afsnit om materialer og metoder. 

Det har vist sig, at lipase ogsa udever en fordelagtig 
virkning i dej uden tilsat fedt eller dej indeholdende kun 
sma mamgder tilsat fedt. Felgelig kan dejen vaere fedtfri. 

Sk vidt de foreliggende opfindere ved, er anvendelse af 
lipase ved fremstilling af dej og/eller bageriprodukter 
uden tilsat fedt eller indeholdende kun sma maengder tilsat 
fedt attraktiv til fremstilling af kalorief attig dej 
og/eller kaloriefattige bageriprodukter. 
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I den foreliggende kontekst skal udtrykket "fedt" angive 
et hvilket som heist fedtstof eller lipid, som kan 
anvendes ved fremstilling af dej og bageriprodukter . 
Fedtstof fer, som traditionelt anvendes til dette form&l, 
5 indbefatter smar, margarine, bagefedt, olie og lignende, 

og kan vaere af vegetabilsk eller animalsk oprindelse eller 
af blandet vegetabilsk og animalsk oprindelse. Udtrykket 
"fedtfri" skal, s&dan som det er anvendt her, angive, at 
dej en er i alt vaesentligt fri for tilsat fedt. 

10 

I €n bestemt udf orelsesf orm omfatter dejen en tilsat 
fedtmaengde, som udger hojst 3,5 va?gt-% af den/de 
melbestanddel (e) , som er til stede i dejen. 

15 Udtrykket "forbedrede egenskaber" , s&dan som det er 

anvendt om den opnaede virkning pk dejen og/eller 
bageriprodukterne - fremstillet ud fra dej ifelge den 
foreliggende opfindelse, skal forst&s i bred betydning, 
d.v.s. indbef attende en hvilken som heist egenskab, som 

20 kan forbedres ved lipasens indvirkning (i sammenligning 

med egenskaber, der opnSs, nkr der ikke er blevet tilsat 
lipase) . 

I saerdeleshed har det vist sig, at tilsatning af lipase, 
25 som- def ineret i kravene, resulterer i, at bageriproduktet 

fkr et aget volumen og en forbedret bledhed. Ogsk en 
forbedret sldningshaemmende virkning opn&s, dvs. 
bageriproduktet s krumme bliver bledere, nkr der tilssettes 
lipase. Endvidere bliver farven pk bageriproduktet s krumme 
30 hvidere, nkr der tilsaettes lipase til dejen. Yderme re har 

dej, som er fremstillet ved en f remgangsm&de ifolge 
opfindelsen, vist sig at opnk en forbedret konsistens, 
dvs. en aget blodhed og elasticitet, hvilket resulterer i 
en dej, som lettere lader sig maskinf orarbejde . Dejens 
35 egnethed til maskinf orarbejdning er en kritisk parameter, 

f.eks. ved industriel fremstilling af dej og 
bageriprodukter . 
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I yderligere aspekter ang&r den foreliggende opfindelse en 
dej eller en f orblanding til en dej , som omf atter en 
lipase og en a-amylase og/eller en xylanase som defineret 
i kravene, 

I et endeligt aspekt ang&r opfindelsen anvendelse af et 
enzympraeparat ved en f remgangsmSde til f remstilling af dej 
og/eller bageriprodukter fremstillet. ud fra dej, som 
defineret i kravene . 

Detaljeret beskrivelse af opfindelsen 

Det vaesentligste triglyceridindhold i traditionel bradde j , 
som ikke indeholder tilsat fedt, findes i dej ens 
melbestanddel (e) og udgor typisk ca. 1-3 vaegt-% af dejen. 
Det forventes, at lipaseenzymet , som anvendes ifelge den 
foreliggende opfindelse, er i stand til at nk frem til og 
indvirke pS disse smh maengder triglycerides selv om frie 
vandmolekyler er sk godt som fravserende i dejen. 

Weegels og Hamer (1992), Bekes et al . (1992) og Bushyk et 
al. (1990) har rapporteret, at lipider, der er til stede i 
dej, interagerer med bestemte glutenkompleksproteiner, sk 
der dannes lipid/gluten-aggregationer under 

de j f rems t i 1 1 ingen . 

Uden at vaere begraenset af nogen teori ant ages det 
umiddelbart, at lipase, der anvendes ifalge den 
foreliggende opfindelse, modificerer den i ovennaevnte 
referencer rapporterede interaktion mellem lipid og 
glutenprotein og derved forbedrer dej ens og 
bageriprodukt ernes egenskaber. Selv om beskaf f enheden af 
interaktionen mellem lipid og gluten er ukendt, formodes 
det, at lipase reducerer en eventuel lipid/gluten- 
aggregation i dejen ved at udeve et begraenset angreb pi 
aggregationernes lipidbestanddel, men uden at nedbryde 
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aggregationerne f uldstaendigt . Denne modifikation af 
lipid/gluten-aggregationer antages at resultere i et 
forbedret glutenkompleks, og dermed en forbedret 
dejkonsistens, et sterre bredvolumen og en bedre 
krummestruktur i sammenligning med de egenskaber, der 
opn&s, n&r der ikke tilsaettes lipase. 

Endvidere antages det, at lipase danner en "in situ"- 
emulgator omfattende mono- og diglycerider i de j , hvilken 
entulgator er ansvarlig for den forbedrede aeldningshaemmende 
virkning, som er iagttaget ifslge opfindelsen. 

Til fremstilling af dej og/eller bageriprodukter, som 
omfatter kun smi maengder tilsat fedt, foretraekkes det, at 
msengden af tilsat fedt udgor hajst 3 vaegt-% af dej ens 
melbestanddel (e) , fortrinsvis hojst 2,8 vaegt-% af dejens 
melbestanddel (e) , s&som hojst 2,5 vaegt-%, mere fortrinsvis 
hajst 2,0 vaegt-% af dejens melbestanddel (e) , . endnu mere 
fortrinsvis hajst 1,5 vaegt-%, stadig mere fortrinsvis 
he>jst 1,0 vaegt-% og mest fortrinsvis hojst 0,5 vaegt-% af 
dejens melbestanddel (e) . 

Den mikrobielle lipase, som skal anvendes ved 
f remgangsm&den ifelge opfindelsen, er en lipase afledt fra 
en stamme af Humicola spp. , i saerdeleshed fra en stamme af 
H. lanuginosa. Et eksempel pit en sadan lipase er H, 
lanuginosa- lipasen, der er beskrevet i EP 305 216. 

Lipasen kan frembringes fra den pigaeldende mikroorganisme 
ved anvendelse af en hvilket som heist egnet teknik. For 
eksempel kan et lipasepraeparat frembringes ved 
fermentering af en mikroorganisme og ef terf elgende 
isolation ved en f remgangsm&de, som herer til den kendte 
teknik, men mere fortrinsvis ved anvendelse af rekombinant 
DNA-teknikker, som hcrer til den kendte teknik. En s&dan 
f remgangsmade omfatter normalt dyrkning af en vaertscelle 
omdannet med en rekombinant DNA-vektor, som er i stand til 
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10. 


at udtrykke og bare en DNA-sekvens, der koder for den 
pagaeldende lipase, i et dyrkningsmedium under betingelser, 
som muliggor ekspression af enzymet og udvinding af 
enzymet fra kulturen. 

DNA-sekvensen, som koder for den lipase, der skal 
anvendes, kan vare af en hvilken som heist oprindelse, 
f.eks. en cDNA-sekvens, en genomsekvens , en syntetisk 
sekvens eller en hvilken som heist kombination af disse. 
Eksempler pa egnede fremgangsmader til fremstilling af 
mikrobielle lipaser er beskrevet i f.eks. EP 0 238 023 og 
EP 0 305 216. 

Normal t tilsaettes enzymprasparatet, som skal anvendes i den 
15 foreliggende opfindelse, i en maengde, som i dejen 

resulterer i en lipaseaktivitet i omradet fra 10 til 
50 000 LU/kg mel. En lipaseaktivitet pa under 10 LU/kg mel 
antages ikke at tilvejebringe nogen vaesentlig virkning, 
mens en lipaseaktivitet pi over 100 000 LU/kg mel antages 
at resultere i en for stor modifikation af dejen, f.eks. 
en de j , som er for klaebrig . 


20 


25 


30 


en 


Det foretraekkes, at lipasepraeparatet tilsaettes i 
mangde, som i dejen resulterer i en lipaseaktivitet i 
omradet fra 10 til 3000 LU/kg mel, fra 10 til 2500 LU/kg 
mel, fra 10 til 2100 LU/kg mel eller fra 10 til 2000 LU/kg 
mel. Meget fordelagtige virkninger pa dej og bred opnas, 
nar der anvendes et lipasepraeparat i en msngde svarende 
til en lipaseaktivitet i omradet fra 250 til 2100 LU/kg 
mel, sasom fra 500 til 2100 LU/kg mel eller fra 250 til 
1500 LU/kg mel. 


Enzymprsparatet, som skal anvendes i den foreliggende 
opfindelse, kan med fordel anvendes i kombination med 
35 andre dejkonditioneringsmidler eller brodf orbedrende 

midler. 
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Enzympraparatet, som skal anvendes ved en f remgangsm&de 
ifelge opfindelBen, kan ydermere omfatte en cellulase, en 
glucoseoxidase (anvendelig til styrkning af dejen) , f.eks. 
en glucoseoxidase af svampeoprindelse s&som Novozym® 358 
(en A . nigrer-glucoseoxidase) , en protease (anvendelig til 
svaekkelse af gluten, navnlig nkr der anvendes mel af h&rd 
hvede) , f.eks. Neutrase®, en peroxidase (anvendelig til 
forbedring af dejens konsistens) , en peptidase og/eller en 
maltogenase . 

Swedes kan hvilke som heist andre bestanddele, som er til 
stede i enzympraparatet , vaere af en anden oprindelse end 
lipasen eller af samme oprindelse som denne. Alternativt 
kan §n eller flere yderligere enzymaktiviteter tilsaettes 
separat fra enzympraeparatet , som omfatter lipasen. 

De ovrige enzymer er fortrinsvis af mikrobiel oprindelse 
og kan f rembringes ved traditionelle teknikker anvendt 
inden for faget, som naevnt ovenfor. 

En almindeligt iagttaget ulempe, nar pentosanase anvendes 
til bagning, er, at dejen fkr en usnsket klaebrighed. Det 
har overraskende vist sig, at lipasen kan reducere eller 
undgS den n^vnte klaebrighed. Felgelig anvendes lipasen i 
en udfarelsesform for en f remgangsmade ifelge opfindelsen 
med fordel i kombination med en xylanase. Xylanasen er 
fortrinsvis af mikrobiel oprindelse, f.eks. afledt fra en 
bakterie eller en svamp, sSsom en stamme af Aspergillus, 
navnlig A . aculeatus, A. niger (jf. WO 91/19 782), A. 
awamori (WO 91/18 977) eller A. tubigensis (WO 92/01 793), 
fra en stamme af Trichoderma, f.eks. T. reesei, eller fra 
en stamme af tfuznicola, f.eks. H. insolens (WO 92/17 573). 
Pentopan® og Novozym 384® (begge fra Novo Nordisk A/S) er 
kommercielt tilgaengelige xylanasepraeparater, som er 
produceret af Trichoderma reesei. 
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I en anden udferelsesform for en f remgangsmSde if0lge 
opfindelsen anvendes lipase med fordel i kombination med 
en a-amylase. a-amylasen er fortrinsvis af mikrobiel 
oprindelse, f.eks. afledt fra en bakterie eller en svamp, 
5 s&som en stamme af Aspergillus, i saerdeleshed A. niger 

eller A . oxyzae, eller en stamme af Bacillus. Kommercielt 
tilgaengelige a-amylaser, der er egnet til det foreliggende 
form&l, er Fungamyl® (en A. oxyzae a-amylase) , Novamyl® 
(en B. stearothermophilus a-amylase, jf. EP 120 693) og 
10 . BAN® (en J3. amyloliguefaciens a- amylase ) , som alle kan 
kobes hos Novo Nordisk A/S. 

Lipasen anvendes i kombination med et andet enzym, hvor 
doseringen af lipasen er 10-50 000 LU/kg mel. De 0vrige 
15 enzymaktiviteter . kan doseres ifolge almindelig 

bagepraksis. I denne henseende er en foretrukken dosering 
af xylanase 5-5000 FXU/kg mel, og en foretrukken dosering 
af amylase er 5-500 FAU/kg mel. 

20 Xylanaseaktiviteten FXU (Farbe-Xylanase-Units) og a- 

amylaseaktiviteten FAU kan bestemmes ved hjaelp af den 

procedure, som er anfert i nedenstSende afsnit om 
materialer og metoder. 

25 Foruden de overmaevnte yderligere enzymaktiviteter kan et 

mikrobielt produceret lipasepraeparat indeholde varierende 
sm& maengder af andre enzymatiske aktiviteter, som 
produceres naturligt af den pagaeldende producerende 
organisme. 

30 

Enzympraeparatet , som skal anvendes ved f remgangsm&den 
if elge opfindelsen, kan vaere i en hvilken som heist form, 
der er egnet til den p&gaeldende anvendelse, f.eks. i form 
af et t0rt pulver eller granulat, i saerdeleshed et 
3 5 st0vfrit granulat, en vasske, i saerdeleshed en stabiliseret 

vaeske, eller et beskyttet enzym. Granulat er kan 
fremstilles f.eks. som beskrevet i US 4 106 991 og 
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US 4 661 452 og kan eventuelt overtraekkes ved hjaelp af 
fremgangsm&der, som horer til den kendte teknik. 
Vaeskef ormige enzympraeparater kan for eksempel stabili seres 
ved tilsaetning af ernaeringsmaessigt acceptable 
stabilisatorer sltsom sukker, en sukkeralkohol eller en 
anden polyol, maelkesyre eller en anden organisk syre 
ifolge anerkendte f remgangsm&der . Beskyttede enzymer kan 
fremstilles ifelge den i EP 238 216 beskrevne 
f remgangsm&de . 

Til indbefatning i f orblandinger eller mel er det normalt 
fordelagtigt, at enzympraeparatet er i form af et tort 
produkt, f.eks. et stevfrit granulat, hvorimod det til 
indbefatning sammen med en vaeske er fordelagtigt, at det 
er i vaeskef orm. 

Som naevnt ovenfor antages lipasen at danne en in situ- 
emulgator, og i 6n udforelsesf orm formodes den s&ledes at 
tjene som erstatning for emulgatorer, som normalt anvendes 
til forbedring af dejens straekbarhed og i . en vis 
udstrsekning til forbedring af bredets konsistens (gor det 
lettere at skasre i skiver) samt til forbedring af brodets 
opbevaringsstabilitet . 

Lipasepraeparatet kan imidlertid ogsci anvendes sammen med 
traditionelle emulgatorer, sk der opn&s en bedre 
forbedrende virkning, som ikke kan opnis ved at anvende en 
eller to emulgatorer alene. Eksempler pk s&danne 
emulgatorer er mono- eller diglycerider, ■ f .eks . DATEM og 
SSL, diacetylvinsyreestere af mono- og diglycerider, 
sukkerestere af fedtsyrer, polyglycerolestere af 
fedtsyrer, mselkesyreestere af monoglycerider , eddikesyre- 
eller citronsyreestere af monoglycerider, 

polyoxyethylenstearater, phospholipider og (til 
fremstilling af dej med lavt fedtindhold) lecithin. 
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Enzympraeparatet kan tilsaettes, som- det er, til blandingen, 
af hvilken dejen f remstilles, eller det kan alternativt 
tilsaettes som en bestanddel af et dejkonditioneringsmiddel 
og/eller en bredf orbedrende sammenseetning. 

5 Dejkonditioneringsmidlet og/eller den brodf orbedrende 

sammensaetning kan vaere en hvilken som heist almindeligt 
anvendt sammensaetning, f .eks. omfattende en eller flere af 
felgende bestanddele: 

10 Et maelkepulver (til at give skorpen farve) , en emulgator 

(s&som ovennaevnte) , granuleret fedtstof (til blodgering af 
dejen og brodets konsistens) og oxidant (tilsaettes for at 
forstaerke glut ens trukturen; f.eks. ascorbinsyre, 
kaliumbromat , kaliumiodat eller ammoniumpersulf at) , en 

15 aminosyre {f.eks. cystein) , et sukker, salt (f.eks. 

natriumchlorid, calciumacetat , natriumsulf at eller 
calciumsulfat, som tjener til at gore dejen fastere) og 
(til fremstilling af dej med lavt fedtindhold) gluten (til 
at forbedre svage meltypers evne til gastilbageholdelse) . 

20 

Typisk tilsaettes dejkonditioneringsmidlet og/eller den 
bredforbedrende sammensaetning i en maengde svarende til ca. 
1-5 %, sasom 1-3 % af det tilsatte mel . 

25 Fremgangsmitden ifelge den foreliggende opfindelse formodes 

at kunne anvendes til forbedring af en hvilken som heist 
dej types egnethed til maskinf orarbejdning . Den forbedrede 
egnethed til maskinf orarbejdning er selvfolgelig saerligt 
vigtig til dejtyper, som skal forarbejdes industrielt, og 

30 et eksempel herpli er dejtyper, som skal ekstruderes 

(f.eks. til fremstilling af kiks eller knaekbredstyper) . 
Anvendelsen af lipase i s&danne typer brod antages ikke at 
have nogen indflydelse pk det resulterende produkts 
tekstur, hvilket vil sige, at der ikke frembringes nogen 

35 uonsket blodgering af produkter, som skal vaere sprede. 

Endvidere anses anvendelsen af lipase ikke at have nogen 
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negativ indflydelse pk de resulterende bageriprodukters 
smag, men forventes snarere at forbedre smagen. 

Udtrykket "bageriprodukt s&dan som det er angivet 
ovenfor, skal indbefatte et hvilket som heist produkt 
fremstillet ud f ra dej . Bageriproduktet kan vaere haevet med 
gar eller kemiske midler og kan vaere af bled eller spred 
beskaf fenhed. Eksempler pk bageriprodukter, hvad enten de 
er af en hvid, lys eller m0rk type, og som med fordel kan 
fremstilles ved f remgangsm&den ifelge den foreliggende 
opfindelse, er brad, typisk i form af bred eller boiler, 
fransk bred af baguettetypen # pitabred, tacobred, kager, 
pandekager, kiks, knaekbred og lignende. 

Dejen og/eller bageriproduktet fremstillet ved 
f remgangsmaden ifelge opfindelsen er normalt baseret pk 
groft eller fint hvedemel, eventuelt i kombination med 
andre typer groft eller fint mel, s&som majsmel, groft 
rugmel, fint rugmel, fint eller groft havremel, sojamel, 
groft eller fint sorghummel eller groft eller fint 
kartof felmel . Det formodes imidlertid, at f remgangsmSden 
ifelge den foreliggende opfindelse vil fungere lige godt 
ved fremstilling af dej og bageriprodukter, der er primaert 
baseret pk andre typer groft eller fint mel, sSsom groft 
eller fint majsmel, groft eller fint rugmel eller hvilke 
som heist andre typer, s&som ovennaevnte typer groft eller 
fint mel. 

Som naevnt ovenfor tilsaettes lipasepraeparatet - til en 
hvilken som heist blanding af dejbestanddele, til dejen 
eller til hvilke som heist af de bestanddele, der skal 
indbefattes i dejen; med andre ord kan lipasepraeparatet 
tilsaettes pk et hvilket som heist trin i dej f remstillingen 
og kan tilsaettes pk et, to eller flere trin, hvor det er 
passende. Imidlertid bar lipasen ikke tilsaettes sammen med 
noget som heist staerkt kemikalie eller under forhold, hvor 
enzyme t inaktiveres . 
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Handteringen af dejen og/eller bagningen foretages pa en 
hvilken sotn heist made, der er egnet til den pagaeldende 
dej og/eller det pagaldende bageriprodukt , typisk 
5 indbefattende trinnene, hvor dejen sites, dejen 

underkastes en eller flere haevebehandlinger, og produktet 
bages under egnede betingelser, dvs. ved en egnet 
temperatur og i et tilstrskkeligt langt tidsrum. For 
eksempel kan dejen fremstilles ved anvendelse af en 
10 normal, direkte dejproces, en surde j sproces , en 

fremgangsmade, hvor dejen haver natten over, en 
lavtemperatur- og langtidsf ermenteringsmetode, ' en 
frysedejsmetode, "Chorleywood Bread" processen og "Sponge 
Dough" processen. 


15 


20 


35 


I et yderligere aspekt angar den foreliggende opfindelse 
en dej. Dejen og bageriproduktet, som er fremstillet ud 
fra dejen, har forbedrede kvaliteter som defineret ovenfor 
sammenlignet med produkter, som ikke er fremstillet ifelge 
opfindelsen. Bageriproduktet og dejen ifelge opfindelsen 
kan vaere af en hvilken som heist af de ovenfor neevnte 
typer, og det foretrakkes, at dejen er frisk eller 
frossen. 

25 Enzympraparatet kan anvendes i form af et 

dejkonditioneringsmiddel og/eller en bredf orbedrende 
sammensstning, som er i alt vasentligt fri for vital 
gluten eller lecithin. De kan fremstilles pa grundlag af 
traditionelle dejkonditioneringsmidler og/eller 

3 0 brodf orbedrende sammensaetninger, der er kendt inden for 

faget, ved anvendelse af procedures der er kendt inden 
for faget. Specif ikke eksempler pa egnede bestanddele til 
dejkonditioneringsmidler og/eller bredf orbedrende 

sammensaetninger er anfert ovenfor. 


Forblandingen ifelge opfindelsen kan vaere i alt vaesentligt 
fri for tilsat fedt. Den kan fremstilles ved hjaelp af 
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teknikker, der er kendt inden for faget, pa grundlag af 
forblandingsbestanddele, der er kendt inden for faget, 
sasom fint mel, groft mel, dejkonditioneringsmidler, 
brodforbedrende additiver og lignende. 

Folgelig angar den foreliggende beskrivelse i et 
yderligere vigtigt aspekt anvendelse af lipase som 
dejkonditioneringsmiddel og/eller brodforbedrende middel 
til fremstilling af dej og/eller bageriprodukter, som er i 
alt vssentligt fri for tilsat fedt, eller som omfatter 
tilsat fedt i en maengde pa hejst 3,5 vaegt-% af dejens 
melbestanddel (e) . 

Nar dej en indeholder tilsat fedt, foretrakkes det, at 
maengden af tilsat fedt udgor hejst 3 v«egt-% 'af dejens 
melbestanddel (e) , sasom hajst 2,8 eller 2,5 vagt-%, mere 
fortrinsvis hejst 2,0 vaegt-% af dejens melbestanddel (e) , 
sasom hejst l,5vagt-% af dejens melbestanddel (e) , i 
sardeleshed hajst 1,0 vaegt-% og mest fortrinsvis hejst 
0,5 vaegt-% af dejens melbestanddel (e) . 

Den foreliggende opfindelse er yderligere illustreret i 
folgende eksempler, som ikke pa nogen made betragtes som 
begreensende for opfindelsens omfang som defineret heri . 

Materialer og metoder 

Enzymer 

Lipase A: Humicola lanuginosa -lipasen, der er beskrevet i 
EP 3 05 216 og produceret ved rekombinant DNA- teknikker i 
Aspergillus oryzae som beskrevet i EP 305 216. 

Lipase B-I: Rhi zomucor mi ehei - 1 ipasen , der er beskrevet af 
Boel et al., 1988, og produceret ved rekombinant DNA- 
teknikker i A. oryzae som beskrevet af Huge- Jensen et al., 
1989, og i EP 228 023. 
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De ovennaevnte lipaseenzymers aktivitetsprof iler fremg&r af 
nedenstaende tabel 1. 

Xylanase: En xylanase produceret af Hvmicola insolens- 
stammen DSM 1800, som kan erhverves hos Deutsche Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, og som ydermere 
er beskrevet i EP 507 723. 

Fung amy 1 : Et kommercielt a-amylasepraeparat af 
svampeoprindelse, og som kan erhverves hos Novo Nordisk 
A/S. 


Tabel 1 


Lipase 

LU/g 

FAU/g 

Lipase A 
Lipase B-I 

4 452 000 
12 200 

<0,6 
9 


LU/g (lipaseenheder (Lipase Units) /g) og FAU/g (svarnpe- 
alfa-amylaseenheder (Fungal alpha-Amylase Units) /g) blev 
bestemt ved felgende analyser: 

LU - lipaseenheder 

Lipaseaktiviteten blev analyseret ved anvendelse af 
glycerintributyrat som substrat og gummi arabicum som 
. emulgator. 1 LU (lipaseenhed) er den maengde enzym, som 
frigar 1 ^mol titrerbar smarsyre pr. minut ved 30 °C, pH 
7,0. Lipaseaktiviteten blev analyseret ved hjaelp af en pH- 
stat med anvendelse af Radiometer titrator VIT90, 
Radiometer, Kobenhavn. Yderligere enkeltheder vedrerende 
analysen er anfert i Novo Analytical Method AF 95/5, som 
kan rekvireres. 

FAU - svampe-alpha-amylaseenheder 
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1 FA-enhed (FAU) er den maengde enzym, som ved ved 37 °C og 
pH 4,7 nedbryder 5260 mg fast stivelse pr. time. 
Yderligere enkeltheder vedrorende analysen er anfert i 
Novo Analytical Method AF 9.1/3, som kan rekvireres. 

FXU - xylanaseaktivitet 

Endoxylanaseaktiviteten bestemmes ved en analyse, hvor 
xylanaseproven inkuberes med et remazol-xylan substrat (4- 
O-methyl-D-glucuron-D-xylan farvet med Remazol Brilliant 
Blue R, Fluka) , pH 6,0. Inkubationen udferes ved 50 °C i 
30 min. Baggrunden af ikke-nedbrudt farvet substrat 
udf aides med ethanol. Den tilbagevaerende bl& farve i 
supernatanten bestemmes spektrof otometrisk ved 585 nm og 
er proportional med endoxylanaseaktiviteten. 

Provens endoxylanaseaktivitet bestemmes i forhold til en 
enzymstandard . 

Analysen er yderligere beskrevet i publikationen 
AF 293.6/1-GB, som kan rekvireres hos Novo Nordisk A/S, 
Danmark . 

Brodf remst il 1 ing 

I eksempel 1 (sammenlignende eksempel) blev hvidt bred 
fremstillet ud fra felgende grundopskrif t : 

Grundopskrift : 

Hvedemel 1 kg 100 % 

Koldt ledningsvand 550 ml 55 -% 

Frisk gaer 50 g 5 % 

Salt 20 g 2 % 

Margarine 60 g 6 % 
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Hvedemelet var af typen kaldet ''Manitoba", leveret fra 
Valsemollerne, Danmark, i august 1991. Gaeren var 
traditionel gaer fra De Danske Spritf abrikker (Danisco) , 
Danmark . 

Det kolde vand blev tilsat til en blanding af de terre 
bestanddele. Den resulterende blanding blev blandet i 
3 min ved 110 omdr./min og derefter i 8 min ved 
260 omdr./min ved anvendelse af en spiralmixer, dvs. en 
Bjorn Varimixer. Den resulterende dej blev delt i 
portioner & 350 g og fik ef terf 0lgende lov til at haeve i 
40 min ved stuetemperatur og blev derefter underkastet en 
2. haevning i et haevekammer ved 35°Cog70%RHi50 min. 
Bagningen foregik i metal forme ved 225 °C i 30 min. 

I eksempel 2-4 blev folgende grundopskrif t og procedure 
anvendt : 


Grundopskr i f t 


Mel (Manitoba) 

100 % 

Salt 

1,5 % 

Gaer 

5,0 % 

Sukker 

1,5 % 

Vand 

54 % 


Procedure 

1. Blanding af dejen (spiralmixer) 
2 min ved 700 omdr./min 

7 min ved 1.400 omdr./min 

Blandetiden blev bestemt og justeret af en uddannet bager 
for at opnS optimal dejkonsistens under de anvendte 
afpr0vningsbetingelser . 

2. 1. harvning: 30 °C - 80 % RH, 16 min. 

3. Afvejning og formning. 
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4. Sluthaevning : 32 °C - 80 % RH, 40 min. 

5. Bagning: 225 °C # 20 min til boiler og 30 min til bro.d. 
Bedgmmelse af dejen og bageriprodukteme 

Dejen og bageriprodukteme beskrevet i eksempel 1 blev 
bedomt visuelt. Bageriprodukternes volumen blev bestemt 
som yderligere beskrevet i det felgende. 

Egenskaber ved dejen og bageriprodukteme beskrevet i 
eksempel 2-4 blev bestemt som folger: 

Boiler, specif ikt volumen: 20 boilers volumen males ved 
anvendelse af den traditionelle raps fremet ode . Det 
specif ikke volumen udregnes som ml volumen pr. g bred. 
Kontrolpreivens specifikke volumen (uden enzym) defineres 
som 100. Det relative indeks for specif ikt volumen 
udregnes som: 


indeks for specifikt volumen af 20 boiler 

specif ikt vol. = . x 100 

specifikt volumen af 20 kontrolboller 

Bre>d, specifikt volumen: Middelvaerdien af 4 brads volumen 
males ved anvendelse af de s amme metoder som beskrevet 
ovenfor. 

Dejens klabrighed og krummestrukturen bedemmes visuelt 
efter falgende skala: 

Dejens klaebrighed: naesten flydende 1 

for klaebrig 2 
klaebrig 3 
normal 4 
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tar 5 

Krummestruktur : . meget ringe 1 

ringe 2 

uensartet 3 

ensartet/god 4 

meget god 5 

Brcdkrummens bledhed miles ved hji-elp af en SMS -Texture 
Analyzer. Et stempel med en diameter pi 45 mm trykkes ned 
midt pi en 2 0 mm tyk skive bre>d. Den kraft, der krarves, 
for at stemplet skal kunne trykke krummen 5 mm ned med en 
hastighed pi 2,0 mm/sek., registreres og udtrykkes som 
krummefastheden. Jo lavere vaerdi, desto blodere krumme. 
15 Fire skiver af hvert bred miles, og middelv*rdien 

anvendes . 

Eksempler 


10 


EKSEMPEL 1 (sammenliqnende eksempel) 

Hvidt bred indeholdende 6 % tilsat fedt blev fremstillet 
ud fra den ovenfor beskrevne standardprocedure, og de 
opniede resultater er vist i tabel 2. 
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Tabel 2 


20 


10 


15 


20 


Lipase 


Dosering 




LU/kg mel 

10 

100 

1000 

g/100 kg 

0,1 

1 

10 

FAU/100 kg 

1 

10 

100 

Volumen* (%) 

101 

105 

111 

Bledhed* 




dag 1 

+ 

+ + 

+++ 

dag 2 

0 

0 

+ 


Virkning .pa dejen 


Lipase B-I 


Nogen bledggrende virkning 


* ■ sammenlignet med en ref erenceprove uden tilsat lipase. 

"0" betyder, at krummen svarer til kontrolprevens , + 
betyder, at krummen er lidt blodere, ++ betyder, at 


krummen er bledere, og +++ betyder, 
betydeligt bledere end kontrolbrodet . 


at bredet er 


Det er tydeligt, at anvendelsen af en mikrobiel lipase ved 
fremstillingen af dejen og bageriproduktet bar en positiv 
virkning pa dejens blodhed samt pa bageriproduktets 
krummestruktur og volumen. 

EKSEMPEL 2 (sammenlignende eksempel) 

Det anvendte enzym var Lipase A, dvs. en rekombinant H. 
lanuginosa- lipase. Enzymet blev tilsat enten direkte i 
blandingen af bagebestanddele, eller det blev dispergeret 
i vand, inden det blev tilsat til blandingen. Alle 
afpravninger blev udfort to gange, og resultaterne var 
omtrent de samme. Felgende resultater blev opnaet : 
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Det fremg&r af ovennaevnte resultater, at tilsaetningen af 
lipase oger bollernes og brodenes volumen og giver bedre 
krummestruktur og krummebledhed under opbevaring. 
Endvidere viste lipasen sig at have en signifikant 
5 virkning p& krummens hvidhed. 

EKSEMPEL 3 

For at bedemme hvorvidt lipasen med fordel kunne anvendes 
10 i kombination med andre enzymer, blev provebagninger 

udfort med Lipase A i kombination med a- amylase. Den 
anvendte a- amylase var Fungamyl®. 

De opnaede resultater fra anvendelsen af Lipase A i 
15 kombination med Fungamyl® er angivet i nedenstaende tabel 

4. 

Det fremg&r af tabel 4, at bred fremstillet med Lipase A i 
kombination med alf a-amylase har et starre volumen og en 
bedre krummestruktur end bred fremstillet med et af 
enzymerne alene. Endvidere reducerer tilsaetningen af 
lipase dejens klaebrighed, som normal t forekommer, nkr en 
a-amylase af svampeoprindelse anvendes alene til 
bagningen. 
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EKSEMPEL 4 

Det er kendt, at pentosanaser sasom xylanase har en god 
virkning ved bagning . Det er imidlertid ogsa almindeligt 
kendt, at pentosanase kan for&rsage klaebrighed i dejen. 
Det blev derfor afprervet, hvorvidt lipase kunne anvendes 
for at undg& eller reducere den ogede dej klaebrighed 
forarsaget af pentosanasen xylanase, nar den blev anvendt 
alene. Naermere bestemt blev prsvebagningerne foretaget 
(ved anvendelse af den ovenfor anferte generelle 
procedure) med Lipase A i kombination med en H. insolens- 
xylanase. Resultaterne, der blev opnaet ved anvendelse af 
Lipase A i kombination med xylanasen, er anfort i 
nedenstaende tabel 5. 

Det fremgar af tabel 5, at klsebrigheden forarsaget af 
xylanasen reduceres eller forsvinder, nar dette enzym 
anvendes i kombination med lipase. Endvidere giver 
kombinationen af lipase med xylanase stfcrre volumen, bedre 
krummestruktur og mindre krummeaeldning , end nar lipase 
eller xylanase anvendes alene. 
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Patentkrav: 

1. Fremgangsm&de til f r ems til ling af en dej og/eller et 
bageriprodukt fremstillet ud fra dej en, omfattende 
tilsastning til dej en og/eller en hvilken som heist af 
dejens bestanddele og/eller til en hvilken som heist 
blanding af dejens bestanddele af 

(a) en lipase afledt fra Humicola i en maengde svarende til 
en lipaseaktivitet pk 10-50 000 LU/kg mel, og 

(b) en a-amylase og/eller en xylanase. 

2. Fremgangsm&de ifelge krav 1, hvorved lipasen er afledt 
fra Humicola lanuginosa. 

3. Fremgangsmcide ifelge krav 1 eller 2, hvorved a-amylasen 
er afledt fra Aspergillus, mere fortrinsvis fra A. oryzae. 

4. Fremgangsm&de ifelge et hvilket som heist af kravene 1- 

3, hvorved xylanasen er afledt fra Humicola, mere 
fortrinsvis fra H. insolens. 

5. Fremgangsm&de ifolge et hvilket som heist af kravene 1- 

4, hvorved lipasen tilsaettes i en maengde svarende til en 
lipaseaktivitet pk 10-3000 LU/kg mel, fortrinsvis 10-2500 
LU/kg mel, mere fortrinsvis 10-2100 LU/kg mel, endnu mere 
fortrinsvis 10-2000 LU/kg mel, og mest fortrinsvis 250- 
2100 LU/kg mel. 

6. FremgangsmSde ifalge et hvilket som heist af kravene 1- 

5, hvorved a-amylasen tilsaettes i en maengde pk 5-500 
FAU/kg mel. 

7. FremgangsmSde ifelge et hvilket som heist af kravene 1- 

6, hvorved xylanasen tilsaettes i en rrcengde pa 5-5000 
FXU/kg mel. 
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8. Fremgangsmade ifelge et hvilket som heist af kravene 1- 
7, hvorved dejen omfatter tilsat fedtstof i en maengde pa 
hojst 3,5 vaegt-% af dejens melbestanddel (e) . 

9. Fremgangsmade ifelge krav 8, hvorved dejen er i alt 
vaesentligt fri for tilsat fedtstof. 

10. Dej eller forblanding til en de j , som omfatter mel, en 
lipase afledt fra Humicola i en maengde svarende til en 
lipaseaktivitet pa 10-50 000 LU/kg mel og en cc-amylase 
og/eller en xylanase. 

11. Anvendelse af et enzympraeparat omfattende en lipase 
afledt fra Humicola og en a-amylase og/eller en xylanase 
yed en fremgangsmade til fremstilling af en dej og/eller 
et bageriprpdukt fremstillet ud fra dejen, hvorved lipasen 
tilsaettes i en maengde svarende til en lipaseaktivitet pa 
10-50 000 LU/kg mel. 

12. Anvendelse ife>lge krav 11, hvorved lipasen er afledt 
fra Humicola lanuginosa. 

13. Anvendelse ifclge krav 11 eller 12, hvorved a-amylasen 
er afledt fra Aspergillus, mere fortrinsvis fra A . oryzae. 

14. Anvendelse ifelge et hvilket som heist af kravene 11- 

13, hvorved xylanasen er afledt fra Humicola, mere 
fortrinsvis fra H. insolens. 

15. Anvendelse ifelge et hvilket som heist af kravene 11- 

14, hvorved enzympraeparatet foreligger i form af et 
stovfrit granulat eller en stabiliseret vaeske . 


NZAS-0003564 


